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MEMORIA DESCRTPTTua /l3£3~33" 



La presente invencion se refi ere a la preparacion de 
las ma sas para productos horneados, especialmente masas para 
Pan. En particular, se refiere al use de enz ira as, por ejemplo 
en la forma de una composicion mejoradora del pan, para 
mejorar las propiedades de estas masas. 

Los agentes mejoradores del pan convencionales son 
-zclas complejas que contienen diversos ingredientes 
funcionales, tales como agentes oxidantes y reductores (por 
eje mp io acido ascorbico, ciste ;na), enzimas (por ejempl 
alfa-amilasa, hemicelulasa) , emulsionantes (por ejemplo 
DATA-esteres, monogliceridos, SSL), materiales grasos (per 
ejemplo grasa, lecitina) y vehiculos o materiales de relleno 
(almidon, azucares, etc.). Mucnos de los agentes mejoradores 
del pan comunmente usados contienen oxidantes quimicos tales 
como acido ascorbico y bromato, que se usan para aumentar la 
resistencia de la masa. Desde el punto de vista del 
consumidor, es conveniente minimizar el uso de estos 
oxidantes, que se consideran como aditivos quimicos. La 
resistencia de los consumidores a los aditivos quimicos va en 
aumento y, por lo tant0> hay necesidad de reemplazar 1m 

oxidantes convencionales para masas por aditivos amigables con 
el consumidor. sin embargo, la calidad del pan baja 
considerablemente cuando se omiten los oxidantes. En 
realidad, es dificil lograr una masa adecuada para un producto 
horneado sin usar oxidantes. 

La sulfhidril oxidasa ha sido investigada 
anteriormente como un sustituto de los oxidantes 
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Las hemicelulosas en los productos cereales 
conslsten principalaente en beta-glucanos y pentosanos. Desde 
hace mucho tieapo se ha reconocldo que serla deseable una 
hldrollsis moderada de los pentosanos en las masas para pan 
(Enzymolysls of pentosans of wheat flour [Enzlmollsls de 
pentosanos de harina de trigo], K. Kul P/ Cereal Chea. (1968) 
45, 339-350). Las hemlcelulasas de Aspergillus, n <r , y 
A spergillus awamorl son extensamente usadas en la Industrla 
panadera. Los inventores de la presente invencldn han 
encontrado que, entre las heaicelulasas, dos tlpos son 
partlcularmente utiles para usar en masas para pan, en 
comblnacl6n con la ^sulfhidril oxldasa: las endoxilanasas y 
las arablnofuranosidasas. Dos isoenslmas arablnofuranosldasas 
hansldo Identlflcadas, arablnofuranosldasa A (Ara A, y 
arablnofuranosldasa B (Ara B). Para el proposito de la 
presente invenc!6n, se prefiere una pre P aracl6n de 
arablnofuranosldasa que coaprende, como el coaponente 
enzimfitlco, al menos predomlnantemente Ara B. Ara A y Ara B 
estan descrltas en "Mode of action of <l*)beta-D-axabinoxylan 
arablnofuranohydrolase (AXH) and alp„a-L-arabinofuranosldase 
on alkali extractable wheat flour arablnoxylans- [Modo de 
acclon de <l*4)beta-D-arabinoxilano arabinofuranohidrolasa 
(AXH) and alfa-L-arablnofuranosidasa sobre arablnoxllanos de 
harlna de trlgo extraibles con alcali], Carbohydrate B<>Bfl .^ 
(1993), 24, 345-353, F.J.M. Kormellnk; H. Gruppen; A.G.J. 
Voragen. . 

Para el proposito de la preparacl6n de masas de 
acuerdo con la presente invenci6n, la sulfhldrll oxldasa puede 
ser derlvada de Aspergillus m^. coao 8e de8C rlbe en 
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" Aspergillus nlq e r sulfhydryl oxidase", R. S . de lm Motte/ F . w . 
Wagner, Biochemistry 26 (1987) 7363-7371. 

En un aspecto, la presente invencidn provee por lo 
tantoun metodo para preparar una masa para un producto 
homeado, que incluye incorporar en la masa una cantidad 
eficazde endoxilanasa y una cantidad eficaz de sulfhidril 
oxidasa en ausencia de glucosa oxidasa, con el fin de aumentar 
el volumen del producto homeado y producir una extensibilidad 
de la masa de al menos el 98% de la extensibilidad de la misma 
masa sin aditivos mejoradores. 

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, una 
cantidad eficaz de una preparaci6n de arabinofuranosidasa, de 
mayor preferencia una preparacidn de arabinofuranosidasa en 
que Ara B es la isoenzima mayoritaria del componente 
enzimatico, y una cantidad eficaz de sulfhidril oxidasa, 
pueden ser incorporadas en la masa con el fin de mejorar tanto 
el volumen del pan como la extensibilidad de la masa. 

La presente invenci6n pueda apllcarse a una variedad 
de procesos de preparaci6n de masas incluyendo fermentacion 
directa, procesos de masas retardadas, procesos de masas 
fermentadas y procesos de masas congeladas. Puede apllcarse 
con harlnas de cereales variados, tales como trigo o centeno, 
para fabricar toda clase de productos de harina fermentados 
con levadura tal como pan, y tambien productos endulzados 
tales como queques. 

Sin embargo, como se indic6 anteriormente, la 
metodologia de la presente invenci6n es particularmente 
favorable para su aplicaci6n en la preparaci6n de productos 
homeados en los cuales la extensibilidad de la masa es un 
factor crltico para la calidad del producto. Por ejemplo, el 
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usode milw d . acu « do CM u ptMenta invanci4i] as 
eap.=t. ln .„te tavoraW . paM Ja praparael4n de ^ 
france, adecuadas para la produocl6n d , ^ e 

baguettes. 

En un ptra,, para preparer „,„ de u pra8ente 
lnvencl6n, la , . n2loa . rKrierldas pu8d9n 

»eparada«ente „ .n 1. for™ d. una composlclon de enr ln a. 
mezcladae. Asl, en otro aapecto, la present, l„venc!6n prove 
una co.po.idon de p«. eer Mada .„ M ^ ^ 

preparers... de la lnv . ncl4n> n u ^ ^ 

en.l.aattco comprend. endoxilana.a y , ulfhldrI1 oxidMa m 
ausencla de una glucos. oxidase, de preference Junto con una 
o -aa ar.Mnofurano.lda.as. De „yor preference, ..t. 
eo»po.lcl 4 „ d. 9Mlna , lncl „ lr4 miatUmni sulfhidrll 

oxldasa y araMnofurano.ld.sa .1 «eno. predominant,^, de 1. 
forma lsoenzlma B. 

En otra modalidad, la presents invencion provee una 
com P oaici6n de enzimas en que el componente enzimatico 
comprende endoxilanasa, sulfhidril oxidasa y 

arabinofuranosidasa, de preferencla al menos en au »ayor parte 



Una compoalcidn de enzimas de la preaente invencldn 
puede eatar en la forma de una compoaicl6n mejoradora del pan 
que contlene uno o mas ingredlentea aecoa de la maaa 
adicionales, por ejemplo ' uno o maa de entre aal, azticar, 
lecltina, gluten, harlna de soya, nalta y otraa enzlaaa 
conocldaa para aer uaadaa como Ingredlentea de productoa 
homeados, tales como beta-glucosidasa, beta-glucanaaa, 
beta-xiloaidaaa, amiloglucosidasa, amilaaa, proteases, 
peroxidasa y catalasa. Bsta composlcl6n mejoradora del pan 
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puede incluir el total o una alta proporcion de la harlna del 
producto horneado. 

Las cantidades de endoxilanasa, sulfhidril oxidasa y 
arablnofuranosldasa requerldas para un proceso de preparaclon 
de masa de la presents invencion dependeran de la harlna 
empleada y de i tlpo de proceso, y p ued en determinate 
facilmente medlante pruebas de horneado. A modo de guia, sin 
embargo, la cantidad de endoxilanasa puede estar en el 
intervalo de l-iooo unidades por kg de harlna, por ejemplo 
5-200 unidades por kg de harlna, y la cantidad de sulfhidril 
oxidasa puede estar en el intervalo de 5-1000 unidades por kg 
de harina, por ejemplo 30-250 unidades por kg de harlna. 
Cuando se desea proporcionar -adicionalmente actividad de 
arablnofuranosldasa a la masa, esta puede estar presente, por 
ejemplo, en una cantidad en el intervalo de 1-1000 unidades 
Por kg de harina, de preferencia en el intervalo de 5-200 
unidades por kg de harina. Como se indico anteriormente, esta 
actividad puede ser proporcionada deseablemente usando una 
preparaclon de arablnofuranosldasa en la cual Ara B es la 
isoenzima mayoritaria del componente enzimatico. 

Para preparar una masa para pan frances adecuada 
para pan frances alargado o baguettes, se ha encontrado 
conveniente por ejemplo incorporar alrededor de 50 unidades de 
eulfhidril oxidasa por kg de harina, en combinacidn con 
alrededor de 70 unidades de endoxilanasa por kg de harina. 
Para obtener una extensibilidad mejorada de la masa ademas de 
un volumen aumentado del pan, esta combinaci6n de enzimas 
puede ser suplementada adecuadamente con alrededor de 70 
unidades de arablnofuranosldasa, principalmente Ara B (ver 
Ejemplo 2). 
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Las unidades de endoxilanasa, sulfhidril oxidasa y 
arabinofuranosidasa dadas aqui deben entenderse como unidades 
definidas con referenda a los siguientes ensayos. 

La actividad de endoxilanasa (Lyx) se mide por la 
hidrolisis de xilano de escandas de avena suspendido (35 g/1) 
en tampon de glicina 1M de pH 2 ,75. La viscosidad de la 
solucion se determina usando un viscosimetro capilar (del tipo 
Ubbelhode) a 47»c. El tiempo (t) necesario para que el 
menisco superior del liquido caiga entre dos puntos de 
referenda se mide dentro del tiempo (T) . La pendiente de la 
curva T versus 1/t da una constante cinetica aparente. 1 
unidad Lyx es la cantidad necesaria para alcanzar un valor de 
1 min para esa constante cinetica. 

La actividad de arabinofuranosidasa (Arf) se mide 
por la hidrolisis de p-nitrofenil-arabinofuranosido. Una 
unidad Arf es la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 
^mol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones de la 
prueba descrita en "Purification and some properties of an 
arabinofuranosidase from Aspergillus ni^. actlon on grape 
monoterpenyl arabinosylglycosides" [Purificaci6n y algunas 
propiedades de una arabinofuranosidasa de Aspergillus ni^ r. 
accion sobre monoterpenil arabinosil glicosidos de uva], z. 
Gunata, J.M. Brillouet, S. Voirin, R. Baumes, R. Cordonnier, 
J. Agric. Food Chem. 38 (1989) 772. 

La sulfhidril oxidasa (Sox) convierte los compuestos 
tioles en sua correspondientes disulfuros de acuerdo con la 
ecuacion : 

2 RSH + 0 2 -» RSSR + HjOj 
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La actividad de Sox se detenaina mldiendo la 
deaaparicifin de glutati6n en fl oluci6n tampon en la preeencia 
de oxigeno. Una unidad Sox es la cantldad de enzima necesaria 
para oxidar un janol de glutatldn por minuto a 30«C y pH 7. 

9 

Levenda d e la flg ur* 

Resultados de la prueba de alvedgrafo deacrita en el 
Ejemplo 1. Raf.: no se agregaron enzlmae ni acido ascorbico. 
Lyx + Sox(calc, es el calculo del efecto de Lyx + Sox 
suponlendo que no hay sinergismo. Lyx + Sox (Exp.) es el 
resultado experimental de Lyx + Sox. 



Ejemplo 1 

Con el fin de determlnar los efectos reol6gicos de 
lasenzlmas y el acido asc6rblco (AA) separadamente, se 
efectud el experiments siguiente. 

Se uso una harlna virgen, llbre de todo adltlvo o 
ayudante del procesamlento. Se agreg* acido ascorbico o una 
composicifin de enzimas de acuerdo con la Tabla 1. se hlzo 
operar un alve6gra£o de acuerdo con un procediaiento estandard 
AFNOR V-03-710. Las trazas del alve6gra£o fueron tomadas de 
un alvefigrafo Chopin: amasado a 24 -C por 20 minutes. 
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Tabla 1 
Prueba N° 
1 

9 

2 
3 
4 
5 



Tabla 2 

Prueba N° 

1 
2 
3 
4 
5 



AA (pp.) Unidades Lyx Unldades Sox 



0 
0 
0 
0 

100 



76 
76 



0 

70 
0 

70 
0 



75 
76 



86 70 
78 77 



0 
0 

500 
500 
0 



103 



63 



tf 

179 
181 
206 
204 
220 



En la Tabla 2, se nmestran las propiedades 
reoldglcaa de las aasas formadas.. El valor P est* relaclonado 
con la tenacidad de la «asa, L est* ro iaclonado con i a 
elastlcldad y » con la re8letencla de u ^ ^ 

V-03-710). un resultado deseable es un auaento de la 
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resistencia (W) en combinacion con un aumento de la 
elastlcidad (L) y una reduccion de la tenacldad (P). 

Esta claro que el acido ascorbico aumenta la 
resistencia de una masa. Sin embargo, al mismo tiempo se 
produce una reduccion no deseada de la elasticidad y un 
aumento de la tenacldad. Al igual que en el caso de los 
agentes oxidantes qulmicos, Sox tambien aumenta la resistencia 
y la tenacidad pero reduce la elasticidad. En la Figura, se 
muestra el efecto de Lyx, Sox y la combinacion Lyx + Sox sobre 
los parametros P, L y w. Del efecto de Lyx y Sox por si 
solas, se puede calcular un efecto combinado (Lyx + Sox 
(Calc.)). El efecto se compara con el resultado experimental 
(Lyx + Sox (Exp.)). Esto indica.que una combinacion de Sox y 
Lyx da como resultado un fuerte sinergismo favorable sobre la 
extensibilidad y la tenacidad, en tanto que la resistencia de 
la masa no disminuye significativamente. 



Elemplo 2 

Se preparo una masa mezclando: 
2 kg de harina virgen francesa, 45 g de cloruro de sodio, 70 g 
de levadura para horaear, enzimas y/o AA (ver Tabla 3 mas 
abajo; las unidades son unidades por kg de harina) y 1,2 
litros de agua enfriada a 4°C, amasando por 15 minutos y 
enseguida 

- dejando una parte en un sistema de leudado para su 
fermentacion; la altura de ese trozo de masa despues de 3 
horas de fermentacidn permiti6 evaluar la tolerancia de la 
masa; 
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- conformant mecanicamente la parte restante en 

baguettes y midiendola longitud. Es to n^u- 

* «>■». cszo permito evaluar la 

exten!lblUiM de la — • <» se dejaron £ermentac 

• "'C Per lh 45 nln y flnalmente se hornMron 2Q miMtos 
f 2«'C. se nudleron los volumes de les panes horneados. 



Tabla 3 



trUSii "' Unids - L *» Unids.sox M(ppn) 



1 



4 



7 



0 



2 0 

3 40 



5 70 
6 



0 
0 



70 o 



0 
0 



10 o 



0 

80 
80 



50 o 
0 



70(AraB) 50 
70 70(AraA) 50 0 

0 70(AraB) 50 o 
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Tabla 4 



Prueba N« Extensibilidad Tolerancia de 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 



70 



65 69 
69 g? 



69 
75 
69 
69 



Vo lumen 



( Cffl ) la mas a (mm) del pan 



70 2940 
3080 



3227 

69 3258 
69 3265 
67 3200 
7 3 3280 



Como se ve en la Tabla 4, la adicidn de acido 
ascorbico solo aunent6 el volumen del pan. sin embargo, 
tamblen redujo la extensibilidad de la mas a. como se menciond 
anteriormente, esta reduccidn de la extensibilidad de la masa 
es un aspecto negative de la aplicaci6n de acido ascdrbico. 

Tambien se anallzd el acido ascdrbico en combinaci6n 
con Lyx y Arf , una coabinacidn de aditivos conoclda para el 
uso en productos homeados (Prueba N» 3). Ara B era la 
isoenzlma mayoritaria en la preparacidn de Arf. 

En la Prueba N« 4, se investigd una combinaci6n de 
enzlmas que dio como resuitado un volumen del pan incluso 
mayor que el observado con la combinaci6n de acido ascdrbico 
con Lyx y Art. La extensibilidad era la misma que para la 
combinaci6n de acido ascdrbico con Lyx y Arf. 
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Sorprendentemente se encontr6 que la extensibilidad 
de la masa mejoraba aun mas con la adlc!6n de Arf, sin ningun 
efecto negative sobre la tolerancia de la masa ni el volumen 
del pan (Prueba N°5). 

La comparaci6n de los resultados obtenidos en las 
Pruebas N- 5 y 6 muestran que Ara B se desempefia oejor que Ara 
A, principalmente con respecto a la extenslbllidad y el 
volumen del pan. 

Sorprendentemente se vio que la tolerancia de la 
masa y el volumen del pan eran 6ptimos con la combinacifin de 
Sox y Art en reemplazo del acido asc6rbico (Prueba N« 7). 
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RBIVIKDICACI0NE3 

1. Un „etodo para preparar una aasa para un products homeado, 
que inciuye incorporar en la rcasa una cantidad eficaz de 
hemiceluiasa y una cantidad eficaz de sulfhidril oxidasa. 
CARACTERIZABO poroue ia *a M s. prepara e» ausencia de 

glucosa oxidasa. 

2. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERI ZADO 
porque la hemicelulasa eg una endoxilanasa. 

3. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERI ZADO 
porque la hemicelulasa y sulfhidril oxidasa agregan con el 
fin de aumentar el volumen del producto horneado y producir 
una extensibilidad de la misma masa sin aditivos 
mejoradores. 

4. Un metodo de acuerdo con la reivindicaci6n 2, CARACTERI ZADO 
porque la endoxilanasa se incluye en la masa a raz6n de 1- 
1000 unidades por kg de harina y la sulfhidril oxidasa se 
incluye en la masa a raz6n de 5-1000 unidades por kg de 
harina . 

5. Un mStodo de acuerdo con la reivindicacion l, CARACTERI ZADO 
porque la hemicelulasa es arabinofuranosidasa. 
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6. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 5, CARACTER I ZADO 
porque dicha preparacion de arabinofuranosidasa se incluye 
en la masa en una relacion de 1-1000 unidades de 
arabinofuranosidasa (Arf) por kg de harina. 

7. Un metodo de acuerdo con la reivindicaci6n 5, CARACTERI ZADO 
porque el componente enzimatico de dicha preparacion es al 
menos predominantemente arabinofuranosidasa B. 

8. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERI ZADO 
porque la masa es una masa de pan frances adecuada para la 
produccion de una producto horneado seleccionado entre pan 
frances alargado (French sticks) y baguettes. 

9. Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERI ZADO 
porque la hemicelulasa comprende endoxilanasa y 
arabinofuranosidasa, siendo dicha arabinofuranosidasa 
predominantemente arabinofuranosidasa B. 

10. Un metodo para fabricar un producto horneado, CARACTERI ZADO 
porque comprende preparar una masa de acuerdo con cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 9 y hornear la masa asi 
preparada . 

11. Una composicion de enzimas para usar en el metodo de acuerdo 
con la reivindicacion 1, CARACTERI ZADO porque el componente 
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enzimatico comprende hemicelulasa y sulfhidril oxidasa en 
ausencia de glucosa oxidasa. 

12. Una composicion de enzimas de acuerdo con la reivindicacion 
11, CARACTSRIZADA porque incluye endoxilanasa y/o 
arabinofuranosidasa y sulfhiril oxidasa, en ausencia de 
glucosa oxidasa. 



13. Una composicion de enzimas para uso en una masa para un 
producto horneado CARACTERI ZADA porque el componente 
enzimatico comprende endoxiranasa y/o arabinofuranosidasa y 
sulfhidril oxidasa en ausencia de glucosa oxidasa. 

14. Una composici6n de enzimas de acuerdo con la reivindicacion 
12 o la reivindicaci6n 13, CARACTERI ZADA porque dicha 
arabinofuranosidas es predominantemente arabinofuranosidasa 
B, util en un mStodo para preparar una masa para un producto 
horneado . 
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